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Loss of sodium chloride co-transporter impairs the outgrowth of the renal
distal convoluted tubule during renal development
Schnoz, Christina ; Carrel, Monique ; Loffing, Johannes
Abstract: BACKGROUND: oss-of-function mutations in the sodium chloride (NaCl) co-transporter
(NCC) of the renal distal convoluted tubule (DCT) cause Gitelman syndrome with hypokalemic alkalosis,
hypomagnesemia and hypocalciuria. Since Gitelman patients are usually diagnosed around adolescence,
we tested the idea that a progressive regression of the DCT explains the late clinical onset of the syn-
drome. METHODS: CC wild-type and knockout (ko) mice were studied at Days 1, 4 and 10 and 6 weeks
after birth using blood plasma analysis and morphological and biochemical methods. RESULTS: lasma
aldosterone levels and renal renin messenger RNA expression were elevated in NCC ko mice during the
first days of life. In contrast, plasma ion levels did not differ between genotypes at age 10 days, but a
significant hypomagnesemia was observed in NCC ko mice at 6 weeks. Immunofluorescent detection of
parvalbumin (an early DCT marker) revealed that the fractional cortical volume of the early DCT is
similar for mice of both genotypes at Day 4, but is significantly lower at Day 10 and is almost zero at 6
weeks in NCC ko mice. The DCT atrophy correlates with a marked reduction in the abundance of the
DCT-specific Mg2+ channel TRPM6 (transient receptor potential cation channel subfamily M member
6) and an increased proteolytic activation of the epithelial Na+ channel (ENaC). CONCLUSION: fter
an initial outgrowth, DCT development lags behind in NCC ko mice. The impaired DCT development
associates at Day 1 and Day 10 with elevated renal renin and plasma aldosterone levels and activation
of ENaC, respectively, suggesting that Gitelman syndrome might be present much earlier in life than is
usually expected. Despite an early downregulation of TRPM6, hypomagnesemia is a rather late symptom.
DOI: https://doi.org/10.1093/ndt/gfz172
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Loss‐of‐function mutations  in  the NaCl co‐transporter  (NCC) of  the  renal distal convoluted 3 
tubule  (DCT)  cause Gitelman  syndrome with  hypokalemic  alkalosis,  hypomagnesemia  and 4 
hypocalciuria. Since Gitelman patients are usually diagnosed around adolescence, we tested 5 































drugs  that  are  commonly  used  for  long‐term  treatment  of  arterial  hypertension  [2].  The 8 
importance of the DCT and NCC to human physiology is also confirmed by Gitelman syndrome, 9 
a  genetic  disease  caused  by  loss‐of‐function mutations  in  NCC  leading  to  an  autosomal 10 
















a  renal  phenotype which  recapitulates many  of  the  findings  in  human Gitelman  patients 27 















a  morphological  basis  for  the  pathophysiology  of  Gitelman‐syndrome.  Although  the 8 
underlying mechanism for the marked structural atrophy of the DCT is unclear, the loss of the 9 




renal collecting system)  [14]. The  loss of  intercalated cells  in CADII deficient mice starts at 14 
about day 11 after birth with a bisection of intercalated cells by 6 weeks of age and an almost 15 













had  a  C57/Bl6  background.  Animals were  bred  in  a  standard,  non‐specific  pathogen  free 5 




Mice  aged  1,  4  or  10  days were  anesthetized with  isoflurane  and  killed  by  decapitation. 10 
Kidneys were then immediately removed for subsequent analysis. For immunohistochemistry, 11 
















Secondary  antibodies  (Cy3‐conjugated  goat‐anti‐rabbit  IgG,  catalogue  code  111‐165‐144, 28 
dilution  1/1000  and  FITC‐conjugated  goat‐anti‐mouse  IgG,  catalogue  code  115‐095‐068, 29 
dilution  1/100,  both  from  Jackson  Immuno Research  Laboratories, West Grove,  PA) were 30 























(NCC  wt  samples)  and  parvalbumin  (NCC  wt  and  NCC  ko  samples)  as  described  above. 20 
Overviews were taken from each section at the microscope using the 10x objective. DCTs were 21 
identified according  to  their specific antibody‐staining pattern. Morphometric analysis was 22 





DCT  segments were  counted. The proportion of DCTs  in  the  cortex was  calculated  as  the 28 









mice; SV Total RNA  Isolation System  for  the kidneys of 6‐week‐old mice), according  to  the 4 
manufacturer’s protocol. 500 ng of  total RNA was used  for  the generation of  cDNA using 5 
Promega kit (GoScript™ Reverse Transcription System) as per the manufacturer protocol. This 6 
cDNA was further diluted to 1:5 and expression levels of parvalbumin, TRPM6 and renin were 7 
quantified  by  real‐time  quantitative  PCR  using  Light  Cycler  II  480  (Roche).  Relative  gene 8 







rpm, plasma was  removed and  frozen at  ‐80°C until  further use. Plasma Na+, K+ and Ca2+ 16 
measurement  –  In  6‐week‐old mice,  blood  ions  (Na+,  K+,  Ca2+) were measured with  the 17 
ABL80Flex  Blood  Gas  Analyzer  (Radiometer,  Copenhagen,  Denmark).  In  10‐day‐old  pups, 18 





Blood  of  10‐day‐old  pups  was  collected  as  described  above.  Plasma  aldosterone  was 24 





HEPES  80  mM,  KOH  41mM)  containing  protease  inhibitor  (Complete  Ultra,  Roche)  and 30 





the  protein‐containing  supernatant was  removed  and  stored  at  ‐80°C.  SDS‐Page  –  Equal 1 
amounts of protein (25‐50 µg) from kidneys of wt and ko mice were denatured  in Laemmli 2 
Buffer (SDS, β‐mercaptoethanol, bromophenol blue, glycerol and 0.5M Tris‐HCl buffer, pH 6.8) 3 
and  loaded  on  8‐12%  polyacrylamide  gels.  Transfer  and  antibody  incubation  –  After 4 
electrophoretic separation, proteins were  transferred  to a nitrocellulose membrane. Equal 5 
protein  loading and electrophoretic transfer were confirmed by using REVERT Total Protein 6 
Stain  (LI‐COR  Biosciences)  and  visualization  of  protein  bands with  an Odyssey  IR  imaging 7 
system (LI‐COR Biosciences) prior to antibody incubation. The membrane was blocked for 10 8 




and  goat‐anti‐mouse  IRDye  680,  product  number  926‐32220,  1:20’000,  both  from  LI‐COR 13 
Biosciences), in Casein Blocking solution : H2O (1:10). Quantification of immunoreactive bands 14 
was carried out with the Odyssey IR  imaging system and software (LI‐COR Biosciences) and 15 






Service,  Berlin,  Germany)  with  keyhole  limpet‐hemocyanin‐coupled  synthetic  peptides 3 
corresponding to the amino acid sequence within mouse TRPM6 (NH2‐CERDKNRSSLEDHTRL‐4 
COOH). After affinity‐purification against the immunizing peptide (Pineda Antikörper Service), 5 






























weeks. However,  the differences did not  reach statistical significance anymore  (figure 1A). 18 
Nevertheless, consistent with a continuous activation of the RAAS, plasma aldosterone levels 19 
were found to be increased in NCC ko animals at the age of 10 days when compared to the 20 





















binding  protein  parvalbumin  (PV),  which  is  a  marker  for  the  early  DCT  (DCT1)  [9]. 7 




low  abundance  of  calbindin  (CB).  Parvalbumin  abundances  ceased  then  abruptly  at  the 12 
transition from the weak CB‐positive early DCT (DCT1) [17] to the strong CB‐positive late DCT 13 
(DCT2). DCT1 and DCT2 are both NCC‐positive (supplementary figure 2B).  Interestingly, the 14 
morphometric  quantification  of  the  fractional  cortical  volume  of  PV‐positive  tubules  (i.e. 15 
DCT1) versus the one of NCC‐positive tubules (i.e. DCT1 and DCT2) revealed that the ratio of 16 
DCT1 to DCT2 various with age. As observed previously in the rat kidney [18], the developing 17 



























decrease  from  day  4  to  day  10  in NCC  ko mice, we  analyzed whether  the  frequency  of 10 
apoptotic  cell  death  in  the DCTs  of NCC  ko mice might  be  increased  at  this  age.  For  the 11 


























The  renal  distal  convoluted  tubule  (DCT)  has  a  remarkable  structural  plasticity.  The  DCT 3 
responds to an increased tubular workload with a pronounced epithelial hypertrophy, while a 4 
reduced transport activity in the DCT is associated with an epithelial hypotrophy [19]. Previous 5 

































Hypomagnesemia  is  another  key  characteristic  of  Gitelman  syndrome  [3,4]. 4 
Interestingly, low plasma magnesium levels were only found in adult NCC ko mice, but not in 5 
NCC  ko  10‐days‐old  pups,  even  though  the  expression  of  the DCT1‐specific Mg2+  channel 6 
TRPM6 was significantly decreased in NCC ko mice at both the age of 10 days and 6 weeks. 7 
Most  probably,  NCC  ko  pups  are  born  with  a  normal  body  magnesium  content.  We 8 
hypothesize that magnesium wasting in NCC ko only starts postnatally and a prolonged time 9 
period is necessary to establish a relevant magnesium depletion. Additionally, the transition 10 




























The  loss of NCC  leads  to major  structural  remodeling of  the DCT, which  includes a 4 
reduction of the individual cell height and of the tubular length of the DCT [19]. Our present 5 
study  suggests  that  the drastic  shortening of  the DCT  in adult NCC deficient mice  is most 6 
probably  the consequence of an  incomplete outgrowth of  the DCT1 during early perinatal 7 




















  In  summary,  the genetic  loss of NCC  leads  to  remarkable  structural and  functional 28 







of  Gitelman  syndrome  varies  considerably  [28,29,30],  one  can  speculate  that  signs  of 1 
Gitelman‐syndrome  are  already  present  at  very  young  age  but  are  not  diagnosed,  as 2 
























































































































































         10d     6w   
 
  NCC wt  NCC ko  NCC wt   NCC ko   
   Plasma Na
+ (mmol/l)    141.0 ± 15.78  140.1 ± 21.36  147.3 ± 2.06  147.6 ± 1.81   
 
Plasma K+ (mmol/l)    7.85 ± 1.65  8.54 ± 1.32  3.68 ± 0.30  3.78 ± 0.25 
 
Plasma Ca2+ (mmol/l)    2.53 ± 0.25  2.59 ± 0.51  1.13 ± 0.16  1.15 ± 0.11 
   Plasma Mg















































A  Double‐immunostaining  for  parvalbumin  (PV)  to  identify  DCT1  segments  (D1)  and 9 









A  Protein  expression  of  TRPM6,  TRPV5,  α‐ENaC,  β‐ENaC  and  ɣ‐ENaC  in  total  kidney 19 
homogenates of NCC wt and NCC ko at different ages (1 day, 4 days, 10 days and 6 weeks after 20 
birth). B Difference in protein expression (%) of NCC ko at different ages (1 day, 4 days, 10 days, 21 
6 weeks)  compared  to  average  of NCC wt  of  age‐corresponding  group. Day  1:  Significant 22 




(* P = 0.016),  ɣ‐ENaC  (* P = 0.012) and  ɣ‐ENaC cleaved  (* P = 0.008). 6 weeks: Significant 27 
difference for NCC ko (6w) versus NCC wt (6w) for TRPM6 (* P = 0.002) and ɣ‐ENaC cleaved (* 28 
P = 0.000035). Statistical analysis was performed combining the densitometry results obtained 29 
from  two  independent western  blots  (figure  6A  and  supplementary  data,  figures  S4+S5). 30 
Values are means ± SEM. n = 3 (1d, 4d), n = 9 (10d, 6w). 31 
